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临床 研究 
鼻 咽 癌 患 者 外 周 血 端 粒 酶 hTERT mRNA 的 定量 检测 及 其 临床 


WTI, PRHE, FEE, KER, X xt 
南方 医科 大 学 珠江 医院 耳鼻 咽喉 -头颈 外 科 , 广 东 广州 510282 


摘要 :目的 定量 检测 自 咽 癌 患 者 外 周 血 中 端 粒 酶 逆转 录 酶 催化 亚 单 位 (hTERT) mRNA 的 表达 ,并 探讨 其 在 鼻 咽 癌 中 的 诊断 及 
治疗 意义 。 方 法 采用 实时 殉 光 定量 PCR 技 术 (QPCR) 检 测 33 例 鼻 咽 癌 患者 治疗 (放疗 或 化 疗 ) 前 后 血浆 中 hTERT mRNA 的 表 
达 , 并 分 析 其 与 临床 病理 因素 的 关联 ,以 24 例 健康 志愿 者 作为 对 照 。 结 果 结果 显示 ,健康 志愿 者 血浆 中 hTERT mRNA 相对 表 
达 量 为 0.95+0.37, 自 咽 癌 患 者 血浆 中 hTERT mRNA 含量 达到 10.75+4.29(P<0.05)。 鼻 咽 癌 患者 血浆 中 hTERT mRNA 的 表达 
与 年 龄 ,性别 无 统计 学 差异 (P>0.05) ,而 与 临床 分 期 工分 期 及 N 分 期 有 显著 性 差异 (P<0.05)。 早 期 患者 ( 工 .工期 ) ,放疗 后 其 表 
达 量 3.43+1.42 较 治疗 前 5.60+2.33 明 显 下 降 ; 晚期 患者 ( 亚 JIV 期 ) 诱 导 化 疗 及 放疗 后 其 表达 量 较 治疗 前 12.68+3.08 分 别 降 为 
10.68+2.48 .3.13+1.69(P<0.05)。 结 论 鼻 咽 癌 患 者 血浆 中 hTERT mRNA 的 表达 明显 升 高 , 放 化 疗 能 够 有 效 抑制 该 基因 的 表达 ， 
而 且 该 基因 的 含量 与 肿瘤 的 临床 分 期 大 小 及 淋巴 结 浸润 范围 等 临床 病理 因素 密切 相关 ,从 而 提示 检测 鼻 咽 癌 患 者 外 周 血 中 
hTERT mRNA 的 含量 ,有 可 能 为 鼻 咽 癌 患 者 早期 诊断 及 疗效 判断 提供 重要 信息 。 

关键 词 : 香 咽 癌 ;血浆 ;实时 欧 光 定量 ;hTERT mRNA 


Quantitative detection of plasma level of human telomerase reverse transcriptase mRNA 


in patients with nasopharyngeal carcinoma 


FU Xinsa, SHEN Congxiang, LI Guanxue, ZHANG Xinyu, WEN Zhong 
Department of Otolaryngology-Head and Neck Surgery, Zhujiang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510282, China 


Abstract: Objective To quantitatively measure plasma level of human telomerase reverse transcriptase (hTERT) mRNA in 
patients with nasopharyngeal carcinoma (NPC) and explore its implications for NPC diagnosis and treatment. Methods With 
24 healthy volunteers serving as controls, the plasma level of hTERT mRNA was detected in 33 NPC patients by real-time PCR 
before and after treatments with chemotherapy or radiotherapy, and its association with the clinicopathological parameters of 
the patients were analyzed. Results The NPC patients showed a significantly higher mean plasma level of hTERT mRNA than 
the healthy volunteers (10.75+4.29 vs 0.95x0.37, P«0.05). The plasma hTERT mRNA level in the NPC patients was significantly 
correlated with clinical staging, tumor size, and degree of nodal metastasis (P«0.05) but with gender or age (P»0.05). In patients 
with stage I and II NPC, the plasma hTERT mRNA level decreased significantly after radiotherapy (5.6042.33 vs 3.43*1.42); in 
patients in advanced stages (III and IV), plasma hTERT mRNA level decreased significantly from 12.68+3.08 to 10.68+2.48 (P< 
0.05) after chemotherapy and to 3.13 € 1.69 (P«0.05) after radiotherapy. Conclusion Radiotherapy and chemotherapy can 
effectively suppress elevated plasma hTERT mRNA levels in NPC patients. Plasma hTERT mRNA level is closely related to the 
clinicopathological factors and provides important information for early diagnosis and therapeutic effect evaluation of NPC. 
Key words: nasopharyngeal carcinoma; plasma; real-time fluorescent quantitative PCR; human telomerase reverse transcrip- 
tase 
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PER KA M ER KREE R A HAMA F A 


EIS (nasopharyngeal carcinoma, NPC) 是 我 国 


南方 和 东南 亚 地 区 高 发 的 一 种 恶性 肿瘤 "“。 鼻 咽 癌 在 
中 国 的 发 病 率 和 死亡 率 分 别 为 3.16/10 万 和 1.53/10 万 ”， 
且 广 东 省 发 病 率 高 达 20/10 万 4%。 然 而 由 于 疾病 早期 缺 
乏 典 型 的 临床 表现 , 量 病 变 部 位 隐蔽 ,早期 肿瘤 不 易 被 
发 现 ,其 $ 年 生存 率 仍 只 有 47.96%5。 如 何 早期 发 现 鼻 
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TEES fen AERE RS ETE: EB 病毒 血清 标志 物 检 测 
(VCA-IgA X EA-IgA) ,但 临床 应 用 结果 不 理想 “"。 肿 
瘤 分 子 标志 物 的 发 现 及 其 检测 方法 的 完善 给 肿瘤 的 早 
期 诊断 疗效 监测 及 预后 随访 提供 了 一 个 轿 新 的 检测 指 
标 。 血 浆 游 离 RNA 与 肿瘤 之 间 的 关系 受到 了 众多 人 研究 
者 的 重视 , 现 已 在 不 同 肿瘤 中 检测 到 游离 RNA 的 存 
在 。 一 些 调查 者 已 经 报道 血浆 游离 RNA 的 敏感 性 和 组 
织 特 异性 均 高 于 传统 的 肿瘤 标志 物 “"。 循 环 血浆 游离 
RNA 在 诊断 疗效 判断 和 评估 肿瘤 预后 方面 为 我 们 开 
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启 了 一 个 顷 新 的 视野 。 近 些 年 来 ,血浆 hTERT mRNA 
已 经 在 多 种 肿瘤 的 血浆 中 被 检测 到 ,例如 前 列 腺 癌 、 肺 
癌 及 胃癌 "等 ,并 已 证 实 升 高 的 hTERT mRNA 与 肿 
瘤 患 者 的 临床 病理 参数 .疗效 判断 及 其 他 肿瘤 标志 物 之 
间 都 有 着 密切 的 关系 。 因 此 我 们 定量 检测 鼻 咽 癌 患 者 
外 周 血 浆 中 hTERT mRNA 水 平 , 并 观察 其 在 肿瘤 诊断 
与 疗效 观察 中 的 意义 。 


1 材料 与 方法 
1.1 临床 标本 

33 例 虹 咽 癌 患 者 均 来 自 南 方 医 科大 学 珠江 医院 耳 
虹 喉 科 , 按 晓 咽 癌 2008 临床 分 期 标准 进行 系统 分 期 ,其 
中 4 例 I 期 ,5 例 卫 期 ,17 例 五 期 ,7 例 信 期 ;11 例 T1,6 例 
T2,13 例 T3,3 例 T4;4 例 N0,5 例 N1,17 例 N2,7 例 N3; 
所 有 病例 均 为 M0, 病 理学 检测 全 部 为 未 分 化 型 鳞 状 细 
胞 癌 。33 例 患者 年 龄 跨度 为 23~70 岁 ,中 位 年 龄 为 49 
岁 , 其 中 男 16 例 , 女 17 例 。 其 中 了 工 、 工 期 患者 直接 行 放 
疗 , 亚 IV 期 行 两 个 疗程 诱导 化 疗 后 再 行 放疗 ,治疗 前 、 
诱导 化 疗 后 及 放疗 后 分 别 于 上 午 6 时 到 9 时 之 间 采 集 外 
周 血 2 mL,EDTA 抗 凝 ,2 内 2000 rmin, 离 心 10 min, 
分 离 血 浆 并 保存 于 -80 % 冰 箱 备用 。24 名 健康 对 照 来 
自 珠江 医院 耳鼻 叭 科 住 院 患 者 ,标本 处 理 同 前 。 
1.2 主要 试剂 与 仪器 

TRIZOL (invitrogen) ; PrimeScript RT reagent Kit 
逆转 录 试 剂 盒 (Takara);SYBR Premix Ex Tag 工 试剂 盒 
(Takara) ; ABI7500 WGE: PCR XE] ABI)» 
1.3 引物 

VJ & p-action 引物 及 hTERT 引物 采用 “Primer 
express” 设 计 , 引 物 序 列 分 别 为 :hTERT: 上 游 引物 
5-CGGAAGAGTGTCTGGAGCAA-3', 下游 引物 
5-GGATGAAGCGGAGTCTGGA-3';B-action: 上 游 引 
物 5-TGACACCTCACCTCACCCAC-3 F ii 5| 9j 
5-CACTGTCTICCGCAAGTTCAC-3', 5| yd Ei 
生 工 公司 合成 。 
1.4 实时 荧光 RTPCR 法 

250 uL 血浆 加 入 750 uL Trizol 试 剂 , 混 匀 , 按 Trizol 
操作 说 明 书 进行 RNA 提取 ,紫外 分 光 光 度 计 检测 总 
RNA 的 浓度 , 按 样品 在 260 nm 和 280 nm 的 光 吸收 值 确 
定 RNA 的 质量 , A260/280 在 1.8~2.0 视 为 抽 提 的 总 
RNA 纯度 高 ,-80 人 保存。 分别 取 总 RNA 1 pg, 按 反 转 
录 试 剂 盒 说 明 书 操作 ,逆转 录 反 应 合成 cDNA, 以 反应 
所 得 cDNA 进行 PCR 扩 增 。 反 应 体系 为 SYBR Premix 
10 UL 、 上 下 游 引 物 各 0.4 uL, ROX Reference Dye Il 
0.4 HL .cDNA 模板 1 phL 和 灭 菌 去 离子 水 7.8 uL dE 
20 AL。 反 应 条 件 如 下 : 预 变性 :95 9C 30 s;PCR 反应 : 
95 % 变 性 15 s;60 % 退 火 20 s,72 % 延 伸 34 s,40 个 循 


环 ;溶解 曲线 分 析 。 实 验 重 复 3 次 。B-actin 作 为 内 参 
o KOGE E PCR 由 荧光 定量 PCR 仪 自动 采集 目 
的 基因 与 内 参 基因 的 Ct 值 ,基因 表达 量 用 实验 组 /对 照 
组 =2^^9 计 算 。 
1.5 统计 学 分 析 

采用 SPSS 13.0 软 件 进行 处 理 , 多 组 间 样 本 均 数 的 
比较 采用 方差 分 析 检 验 , 治 疗 前 后 采用 配对 样本 :检验 ， 
两 独立 样本 采用 独立 样本 :检验 ,P<0.05 为 差异 具有 统 


二 
订 学 意义 。 


2 结果 
2.1 hTERT mRNA 在 鼻 咽 癌 和 正常 对 照 组 的 相对 表达 量 

实验 结果 显示 ,健康 志愿 者 血浆 中 hTERT mRNA 
相对 表达 量 为 0.95+0.37, 锚 咽 癌 患 者 血浆 中 hTERT 
mRNA 含量 升 高 至 10.75+4.29(P<0.05 )。 
2.2 hTERT mRNA 与 鼻 咽 癌 临 床 病理 因素 的 关系 

鼻 咽 癌 患 者 血浆 中 hTERT mRNA 的 表达 与 性 别 
无 统计 学 相关 (P>0.05) ,而 与 临床 分 期 .肿瘤 大 小 及 淋 
巴结 浸润 范围 有 显著 性 差异 (P<0.05, 表 1)。 实 验 结 
显示 ,健康 志愿 者 血浆 中 hTERT mRNA 相对 表达 量 为 
0.95+0.37, I 期 为 3.35+1.07, [期 为 7.46+0.91, 本 期 为 
11.17+2.06,IV 期 为 13.18+2.93。N0 为 3.35+1.07 ,NI 
为 7.40+0.95,N2 为 12.04+3.15, N3 X 14.23€2.44; TI 
为 6.93+3.34 ,T2 为 9.67+2.66,T3 为 12.65+1.72,T4 为 
18.67+1.53, 各 期 之 间 均 具有 统计 学 差异 (P<0.05) , H. 
2.3 hTERT mRNA 与 息 咽 癌 疗 效 检测 的 关系 

I 工期 共 9 例 患 者 直接 行 放疗 ,五 、V 期 共 24 例 患 

者 行 两 个 疗程 诱导 化 疗 后 再 行 放疗 。 可 见 工 .工期 行 单 
纯 放疗 后 hTERT mRNA 由 5.60+2.33 降 为 3.43+1.42， 
放疗 能 够 使 其 表达 量 明显 下 降 。 亚 JV 期 共 24 例 患者 
行 两 个 疗程 诱导 化 疗 后 再 行 放疗 ,治疗 前 ,诱导 化 疗 后 
及 诱导 化 疗 + 放疗 后 其 表达 量 分 别 为 12.68+3.08， 
10.68+2.48 及 3.13+1.69, 可 见 诱导 化 疗 后 其 表达 量 较 
治疗 前 稍 降低 ,放疗 后 出 现 明显 下 降 。 表 4 结果 可 看 
出 , 亚 .IV 期 诱导 化 疗 + 放疗 后 (3.13+1.69,P<0.001) 较 
单纯 放疗 后 (10.68+2.48,P=0.007) 下 降幅 度 更 明显 。 


3 讨论 

本 实验 中 对 前 咽 癌 患者 和 正常 对 照 组 的 血 桨 
hTERT mRNA 进行 定量 检测 , 鼻 咽 癌 患 者 血浆 中 
hTERT mRNA 的 表达 量 较 正 常 对 照 组 显著 升 高 , 且 具 
有 统计 学 意义 ,结果 与 国外 作者 在 不 同 肿瘤 中 的 研究 一 
致 59。 说 明 外 周 血浆 中 hTERTmRNA 的 定量 检测 可 
能 对 鼻 咽 癌 的 诊断 有 重要 的 临床 意义 。 我 们 按 鼻 咽 瘤 
2008 临床 分 期 标准 进行 系统 分 期 后 进行 统计 分 析 , 
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表 1 鼻 咽 癌 患 者 外 周 血 hTERT mRNA 的 表达 量 与 临床 病理 参 
数 的 关系 

Tab.1 Relative expression of hTERT mRNA in plasma in 
nasopharyngeal carcinoma and its association with the 


clinicopathological factors 


No.of 


Parameters patients MeanxSD FA P 
Gender 
Male 16 10.48+4.39 -0.346 0.731 
Female 17 11.00+4.31 
Age 
«50 years 17 11.0424.84 0.395 0.696 
z:50 years 16 10.44+3.75 
Clinical stage 
I 4 3.35x1.07 32.457 . «0.001 
II 5 7.46x0.91* 
Ii 17 11.1722.06* 
IV y) 15.18x2.93* 
Regional lymph 
nodes metastasis 
NO 4 3.35x1.07 18.625 . «0.001 
NI 5 7.40+0.95* 
N2 17 12.0423.15* 
N3 d. 14.23+2.44* 
Invasion depth 
T1 11 6.93+3.34 20.839 <0.001 
T2 6 9.6752.66* 
T3 13 12.65x1.72* 
T4 3 18.67x1.53* 


TR bon y 5-89 8 RUE REL EP JS] ftc fL P hTERT mRNA 
即 明 显 升 高 , 且 肿 瘤 分 期 越 晚 ,含量 越 高 (从 临床 分 期 
分 期 及 N 分 期 都 可 看 出 升 高 趋势 )。 可 见 血 奖 中 hTERT 
mRNA 在 鼻 咽 癌 发 病 早期 即 出 现 升 高 , 现 阶段 尚 缺乏 更 
好 的 鼻 咽 癌 早 期 检测 手段 的 时 候 , 本 研究 结果 有 可 能 有 
助 于 对 锚 咽 癌 患 者 临床 早期 诊断 提供 有 价值 的 生物 学 
指标 。 

血浆 hTERT mRNA 的 含量 与 胃癌 、 前 列 腺 癌 患 者 
的 临床 病理 参数 密切 相关 (与 年 龄 .性 别 等 无 关 , 与 临床 
分 期 淋巴结 浸 润 范围 等 相关 )""*。 本 研究 中 也 进一步 
发 现 , 鼻 咽 癌 患 者 血浆 中 hTERT mRNA 的 表达 与 性 别 、 
年 龄 无 统计 学 相关 (P>0.05) ,但 与 鼻 咽 癌 临 床 分 期 .局 
部 肿瘤 大 小 及 淋巴 结 温润 范围 有 显著 性 差异 (P< 
0.05) 。 且 肿瘤 分 期 越 晚 ,含量 越 高 提示 血浆 hTERT 
mRNA 可 能 对 于 评判 鼻 咽 癌 严 重 程度 也 有 重要 意义 。 

血浆 hTERT mRNA 检测 在 评判 恶性 肿瘤 的 治疗 
效果 方面 也 显示 出 了 潜在 的 重要 价值 。Salvatore $ 


报道 ,直肠 癌 患 者 接受 新 辅助 放 化 疗 中 ,血浆 hTERT 
mRNA 可 以 用 于 放 化 疗 疗效 的 评 佑 。 和 鲁 荣 玖 等 * 发 现 
AML( 急 性 粒 细胞 性 白血病 ) 首 治 患 者 经 化 疗 达到 完全 
缓解 时 hTERT mRNA 水 平 (2.4+2.0) 大 部 分 恢复 正常 
(正常 人 为 1.2+0.8), 较 首次 治疗 前 (13.5+8.5) 明 显 下 降 
(P<0.001)。 哈 鳞 状 细胞 癌 患 者 血浆 hTERT mRNA F 
术 后 (11.8+8.3) 较 手术 前 (8.0+5.7) 显 著 降低 (P=0.03)， 
暗示 血浆 hTERT mRNA 是 肿瘤 患者 疗效 观察 的 重要 指 
标 。 我 们 的 实验 结果 也 发 现 ,晚期 ( 焉 .JIV 期 ) 鼻 咽 癌 患 
者 疗 前 血浆 中 hTERT mRNA 含量 达到 12.68+3.08, 诱 
导 化 疗 和 放疗 后 其 表达 量 分 别 降 为 10.68+2.48 和 3.13+ 
1.69。 从 结果 看 出 ,诱导 化 疗 后 血浆 hTERT mRNA 比 
治疗 前 稍 降低 ,个 别 患者 无 明显 下 降 ,而 放疗 后 几乎 所 
有 患者 血浆 hTERT mRNA 均 有 大 幅度 的 下 降 。 早 期 
(工期 ) 行 单纯 放疗 后 ITERT mRNA 也 由 5.60+2.33 
降 为 3.43+1.42。 所 有 结果 提示 ,放疗 比 诱导 化 疗 对 血 
浆 hTERTmRNA 的 影响 更 明显 ,可 能 是 鼻 咽 癌 对 放射 
治疗 更 敏感 ,放疗 作用 时 间 比 化 疗 作用 时 间 长 等 所 致 。 这 
一 结果 也 支持 鼻 咽 癌 放 疗 为 主 , 化 疗 为 辅 的 治疗 模式 ”。 

总 之 , 鼻 咽 癌 患 者 外 周 血 血 浆 中 hTERT mRNA 的 
表达 明显 升 高 , 放 化 疗 能 够 有 效 抑制 其 表达 ,而 且 该 基 
因 的 含量 与 肿瘤 的 临床 分 期 大 小 及 淋巴 结 浸润 范围 等 
临床 病理 因素 密切 相关 ,从 而 提示 检测 鼻 咽 癌 患 者 外 周 
血 中 hTERT mRNA 的 含量 ,有 可 能 为 鼻 咽 癌 患 者 早期 
诊断 及 治疗 监测 提供 重要 信息 。 血 浆 hTERT mRNA 作 
为 一 种 新 的 非 侵 入 性 的 早期 检测 手段 ,可 在 各 种 肿瘤 中 
广泛 地 应 用 ,国内 外 的 相关 研究 已 显示 出 了 良好 的 发 展 
前 景 ,但 目前 大 部 分 研究 者 测定 的 血浆 hTERT mRNA 
的 样本 量 都 十 分 有 限 (至 多 100 余 例 癌 症 患者 ), 因 此 ， 
进一步 的 大 样本 实验 是 十 分 必须 的 。 在 今后 的 研究 中 
我 们 还 需 进 行 肿瘤 患者 血浆 hTERT mRNA 来 源 的 探讨 
及 与 其 它 作用 因素 的 相互 作用 影响 的 研究 。 
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